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@ Verfahren zur rekombinanten Herstellung von Ribonukleoproteinen 

® Es wird ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
von Ribonukleoproteinen in prokaryontischen Zellen be- 
schrieben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifFt ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines Ribonukleoproteins in prokaryontischen 
ZeUen. 

5 Ira Serum von Pauenten mit der Autoimmunerkrankung SLE (systemischer Lupus Erythematosus) treten haufig An- 
tikorper auf, die gegen Ribonukleoproteine, wie etwa das SSA60-Autoantigen, gerichtet sind. Das SSA60-Antigen ist 
ein RNA-bindendes Molekiil, das im Cytoplasma und im Nukleus verschiedener Zelltypen vorkommt. Das SSA60-An- 
tigen ist haufig an eine HY-RNA gebunden, wie z. B. HY1, HY3, HY4 oder HY5, die jeweils etwa 100 Basen lang sind 
und eine sehr ahnliche Struktur aufweisen. HY-RNA-Molekule, die in vielen eukaryontischen Organismen nachgewie- 

10 sen werden konnten, kommen in Prokaryonten nicht von 

Eine Analyse der Antikorperantwort auf Ribonukleoproteine ist von groBem Interesse, um eine Diagnose von Auto- 
immunerkrankungen, insbesondere SLE, aufstellen zu konnen, da die Gegenwart von gegen Autoantigene gehchteten 
Antikorpem eine bestehende Autoimmunerkrankung anzeigt und/oder eine Prognose fur ein mogliches zukunftiges Auf- 
treten einer Autoimmunerkrankung erlaubt. 

15 Das SS A 60- Antigen wird haufig auch als SSA/Ro bezeichnet Es handelt sich um ein Protein mit einer GroBe von 
etwa 60 kD. Davon ist sowohl hinsichtlich der Sequenz als auch der Funktion das SS A52- Antigen zu unterscheiden, wo- 
bei jedoch unter bestimmten Bedingungen in vivo eine Assoziation des SSA52-Proteins mit dem SSA60-Protein auftre- 
ten kann. 

Die Sequenz der cDNA von SS A 60 wurde von Deutscher et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, \ol. 85 (1988), 
20 9479-9483 veroffentlicht HY-RNAs wurden von Hendrick et al., J. Mol. Biol. 1 (1981), 1138-1149 sowie von Wolin et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984), 1996-2000 beschrieben. 

Bisher wurden fur diagnostische Verfahren, beispielsweise unter Verwendung eines EIA (Enzymimmunoassy)-Ver- 
fahrens natives gereinigtes SSA60-Antigen (z. B. Rindermilzantigen von Immuno vision) sowie reine rekombinante 
SS A60-Antigene aus Baculovirus oder E.coli ohne RNA eingesetzl. Dabei ist die dreidimensionale Struktur (Faltung) 
25 des Antigens von essentieller Bedeutung fur die immunologische Erkennung aller relevanten Patientenseren. Die Kon- 
formation und Reproduzierbarkeit des SSA60- Antigens variiert je nach Herstellungsverfahren wie folgt: 

a) Nativ gereinigtes Protein ist der "Goldstandard" bezuglich Sensitivitat fur SSA60 Autoantikorper (z. B. Immu- 
novision). Dieses Material reprasentiert die physiologische (native) Konformation. Bei Einsatz dieses Antigen kon- 

30 nen aber auch falsch-positive Resultate auf treten, z. B. durch die Erkennung natiirlicher Autoantikorper, die nicht 

krankheitsrelevant sind. Desweiteren hangt die Reproduzierbarkeit der Aufreinigung von der Selektion der Immu- 
naffinitatsmatrix ab. 

b) Rekombinantes Protein aus E.coli liegt im Wesentlichen in denaturierter, also linearer Konformation vor, da in 
E.coli keine posliranslationale Modifikation von Proteinen erfolgt. Dadurch wird ein bestimmler Anteil von Patien- 

35 tenseren nicht erfaBt. Allerdings ist die Detektion krankheitsrelevanter Autoantikorper spezifischer im Vergleich zu 

nativem Antigen. Mit dieser Methode konnen eine gute Reproduzierbarkeit und Ausbeute erhalten werden. Bei die- 
ser Testfuhrung wird rekombinantes freies SSA60- Antigen aus E.coli eingesetzt, das nicht an RNA assoziiert ist. 
Dazu wird z. B. die cDNA von SSA60 mitPrimem, die gemaB der SSA60-Sequenz von Deutscher et al., supra, her- 
gestellt werden, aus einer cDNA-B an k gefischt, kloniert und sequenziert. C. H. A. Veldhofen et al., J. Immunol. Me- 

40 thods 151 (1992) 177-189 beschreibt die Entwicklung eines quantitativen Assays fur die Detektion von Antikor- 

pem gegen SSA60 (RO/SS A) unter Verwendung von rekombinanten freien Proteinen, die in Exoli kloniert und ex- 
primiert wurden. Es zeigte sich aber, daB einige Seren, die mit anderen Tests als SSA60 positive Seren identifiziert 
werden konnen, mit solchen Antigen-Praparationen ohne RNA nicht detektiert werden konnen, da die Antigene in 
einer denaturierten Form vorliegen (G. Boire et al., Arthrithis and Rheumatism, Vol. 34 No. 6 (1991), 722-730; B. 

45 William St. Clair et al., Arthritis and Rheumatism, \bl. 37 No. 9 (1994), 1373-1379). 

c) Rekombinantes Protein aus Baculovirus kann als "pseudo-natives" SS A60- Antigen betrachtet werden, da in die- 
sem eukaryontschen Expressionssystem die Faltung bei der Proteinbiosynthese (zumindest die dafur notwendige 
Disulfidverbriickung) korrekt erfolgt. Die immunologische Reaktivitat ist mit derjenigen des nativ isolierten 
SSA60- Antigens vergleichbar. Das Problem bei der Herstellung ist die schlechte Ausbeute und die kostenintensive 

50 Zellkultur. Es werden zwar gute Testergebnisse erzielt, die Gewinnung von groBen Mengen an Autoantigenen fur 

kommerzielle Diagnose verfahren ist bei dieser Verfahrensfuhrung jedoch aufwendig und mit den bei der Handha- 
bung einer Zellkultur auftretenden Problemen verbunden. 

Es war deshalb eine Aufgabe der Erfindung ein einfach durchzufuhrendes Verfahren bereitzustellen, mit dem Ribonu- 
55 kloproteine in einer Form erhalten werden, die eine hone Selektivitat und Testsicherheit bei diagnostischen Verfahren lie- 
fert. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines Ribonukle- 
oproteins, welches die Schritte umfaBt: 

60 (a) Bereitstellen einer prokaryontischen Wlrtszelle, die (i) mindestens eine fur eine Ribonukleinsaurekomponente 

des Ribonukleoproteins codierende DNA und (ii) mindestens eine fur eine Proteinkomponente des Ribonukleopro- 
teins codierende DNA enthalt, 

(b) Exprimieren der DNAs (i) und (ii) unter Bedingungen, bei denen ein Ribonukleoprotein gebildet wird und 

(c) Gewinnen des Ribonukleoproteins. 

65 

"Dberraschenderweise wurde festgestellt, daB in prokaryontischen Zellen Ribonukleoproteine durch parallele Expres- 
sion der Ribonukleinsaure- und der Proteinkomponente rekombinant in funktioneller, z. B. immunologisch aktiver Form, 
hergestellt werden konnen. Auf diese Weise ist eine einfache und kostengOnstige Herstellung von Ribonukleoproteinen 
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im groBen MaBstab moglich. Bevorzugt werden die Protein- und die Ribonukleinsauiekomponente in einer assoziierten 
Form erhallen. Die Ribonukleoproleine konnen in ihrer naliven und somil zumeist loslichen Form heigestelll werden. Es 
hat sich gezeigt, daB Seren von Patienten mit SLE, die in Tests mit rekombinant hergestellten Proteinen ohne Ribonukle- 
insaurekomponente negativ sind, mit den erfindungsgemaB hergestellten Ribonukleoproteinen nachgewiesen werden 
konnten. 5 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich um ein gut reproduzierbares und kostengunstiges Verfahren, 
mit dem ein SSA60- Antigen mit guter immunologischer Reaktivitat zur Detektion krankheitsrelevanter SSA60-Autoan- 
tikorper hergestellt werden kann. 

Die Ribonukleoproteine konnen aus den prokaryontischen Snellen oder/und aus dem zur Kultivierung der Zellen ver- 
wendeten Medium gewonnen werden. Es werden bevorzugt gram-negative Zellen und insbesondere E.coli Zellen ver- 10 
wendet. 

Die fur die Ribonukleinsaurekomponente codierende DNA und die fur die Proteinkomponente codierende DNA kon- 
nen in die prokaryontische Wirtszeile auf einem DNA-Konstrukt eingebracht werden. Es ist aber auch mogiich, die fur 
die einzelnen Komponenten codierenden DNAs auf getrennten DNA-Konstrukten einzubringen. Mit dem erfindungsge- 
maBen Verfahren konnen beliebige Ribonukleoproteine hergestellt werden, wobei geeigneterweise die Proteinkompo- 15 
nente(n) und die entsprechende(n) zugehorige(n) Nukleinsaurekomponente(n) in einer Wirtszelle exprimiert werden. 

Bevorzugt stellt man ein Eukaryonten- insbesondere ein Sauger- und besonders bevorzugt ein humanes Ribonukle- 
oprotein oder ein Derivat davon her. Ein Derivat ist gegenuber der naliven Form in der Sequenz der Ribonukleinsaure 
und/oder der Sequenz des Proteins modifiziert, beispielsweise durch Substitution, Deletion, Insertion oder/und Addition 
von einzelnen oder mehreren Aminosauren bzw. Nucleobasen, wobei jedoch die Fahigkeit der Komponenten zur Asso- 20 
ziierung zum Ribonukleoprotein erhalten bleibt 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein SSA60-Ribonukleoprotein exprimiert. Das humane SSA60-Antigen 
ist ein Protein mit 525 (Form a) bzw. 538 (Form b) Aminosauren (vgl. Deutscher et al., supra). Ein unterschiedliches 
Splicing des gleichen primaren Transkripls fiihrt zu den zwei verschiedenen Formen des SSA60-Proteins. Die zwei Pro- 
teine unterscheiden sich nur von der Aminosaure 515 an, wobei die Aminosauren 1 bis 514 konstant sind. Bevorzugt 25 
wird mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ein SS A60-Protein exprimiert, das den konstanten Bereich der Aminosauren 
1 bis 514 umfaBt, sowie SSA60-Proteinderivate, die gegenuber der nativen Form in der Sequenz modifiziert sind, wobei 
jedoch die Antigen- Epitopeigenschaften beibehalten werden. 

Bei der Ribonukleinsaurekomponente handelt es sich bevorzugt um eine HY-RNA, insbesondere um HY1, HY3, HY4 
oder/und HY5, am meisten bevorzugt um HY3. Die HY-RNA-Molekule sind hochkonservierte Molekiile mit einer sehr 30 
ahnlichen sekundaren Struktur. Sie werden in vivo durch Polymerase m transkribiert und haben eine GroBe zwischen 84 
und 112Nukleotiden. 

Cytoplasmische RNA, insbesondere menschliche RNA, bevorzugt hY-RNA, liefert einen wichtigen Beitrag zur Aus- 
pragung der nativen Konformation des SSA60- Antigens. Physiologisch liegt das SSA60- Antigen als ein mit SSB, 
SSA52 und hY-RNA vergesellschaftetes Ribo-Nukleo-Partikel (RNP) vor. 35 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Nukleinsaurekonstrukt umfassend einen Abschnitt, der eine fur eine 
Proteinkomponente codierende DNA enthalt und einen Abschnitt, der eine fur eine Ribonukleinsaurekomponente codie- 
rende DNA enthalt. Die codierenden Abschnitte befinden sich bevorzugt in operativer Verknupfung mit einer Sequenz, 
die die Expression der Komponenten in prokaryontischen Zellen erm6glicht. Bevorzugt umfaBt das Konstrukt einen Ab- 
schnitt, der einen fur ein SS A60- Protein oder ein Derivat davon codierenden Abschnitt umfaBt. In einer weiteren bevor- 40 
zugten Ausfuhrungsform umfaBt das Konstrukt einen fur HY-RNA codierenden Abschnitt. Besonders bevorzugt ist ein 
Konstrukt, das einen fur SSA60 und einen fur HY3 codierenden Abschnitt enthalt. Bei Expression eines solchen Kon- 
strukts wird ein assoziiertes Ribonukleoprotein mit der gewtinschten immunologisch reaktiven Konformation des Anti- 
gens gebildet. Die Assoziation kann dadurch unterstiitzt werden, daB eine gleichzeitige Induzierung der Expression von 
Ribonukleinsaurekomponente und Proteinkomponente erfolgt. Dies kann dadurch erreicht werden, daB sowohl das Gen 45 
fur die Ribonukleinsaurekomponente als auch das Gen fur die Proteinkomponente unter die Kontrolle von gleichen re- 
gulierbaren Expressionsystemen, z. B. von lac-Expressionssystemen, gestellt werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine rekombinante prokaryontische Zelle, die (i) mindestens eine fur cine 
Ribonukleinsaurekomponente des Ribonukleoproteins codierende DNA enthalt und (ii) mindestens eine fur eine Protein- 
komponente des Ribonukleoproteins codierende DNA enthalt. Die codierenden Berciche konnen dabei innerhalb der 50 
Zelle auf einem einzigen Konstrukt vorliegen oder aber auch getrennt auf mehreren Konstrukten. Die codierenden Be- 
reiche konnen extrachromosomal, z. B. auf Plasmiden oder/und chromosomal angeordnet sein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein rekombinantes Ribonukleoprotein, das durch das oben beschriebene 
Verfahren erhaltlich ist. Durch die Coexpression von Protein und Ribonukleinsaure in prokaryontischen Zellen wind ein 
Ribonukleoprotein gebildet, welches nicht glykosyliert ist und sich dadurch von in eukaryontischen Wirtszellen gebilde- 55 
ten Ribonukleoproteinen unterscheidet. Bevorzugt umfaBt die Proteinkomponente des rekombinanten Ribonukleopro- 
teins heterologe Hilfssequenzen, die die Expression verbessern oder/und die Aufreinigung erleichtem. Diese Hilfsse- 
quenzen konnen gegebenenfalls Protease-Spaltsequenzen enthalten, so daB sie nach Gewinnung des Produkls entfemt 
werden konnen. Ein Beispiel fur eine Hilfssequenz ist ein mehrere His-Reste umfassender Sequenzabschnitt (His-Tag), 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein SSA60-Protein mit der in Fig. 1 gezeigten Sequenz SSA60M56. Das er- 60 
findungsgemaBe SSA60-Protein weist am N-Terminus eine Hilfssequenz auf, die neben 6 His-Resten eine Spaltsequenz 
DDDK fur das proteolytische Enzym Bovine Enterokinase enthalt. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von rekombinanten Ribonukleoproteinen aus Prokaryontcn fur dia- 
gnostische Verfahren. Die Bildung von Ribonukleoproteinen in nativer, insbesondere in assoziierter Form ermoglicht die 
Bereitstellung von Antigenen, mit denen eine Verbesserung von diagnostischen Verfahren erzielt werden kann. Bevor- 65 
zugt wird ein rekombinantes SSA60-Ribonukleoprotein oder ein Derivat davon, insbesondere in \ferbindung mit HY3, 
fiir die Diagnostik von Autoimmunerkrankungen, z. B. SLE oder Sjogren Syndrom Typ A, eingesetzt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe unter Verwendung 
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eines Analyl-spezifischen Rezeptors, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man als Rezeptor ein Ribonukleoprotein, 
wie es hierin beschrieben wird, einselzL Bei dem Analyten handelt es sich bevorzugt um einen Antikorper gegen ein Ri- 
bonukleoprotein, beispielsweise einen Autoantikorper, wie er bei Autoimmunkrankheiten auftritL Eine geeignele Test- 
vorgehensweise umfaBt die Schritte 

5 

(a) Bereitstellen einer Festphase, die miteinem Ribonukleoprotein beschichtet ist, 

(b) lnkontaktbringen der beschichteten Festphase mit einer Probe und 

(c) Nachweis einer Bindung zwischen dem Analyten und der beschichteten Festphase. 

10 Als Festphase finden insbesondere Beads Verwendung, es konnen jedoch auch andere Festphasen, z. B. Oberflachen 
von ReaktionsgefaBen oder Biochips eingesetzt werden. Die Festphase kann ausschlieBlich mit dem Ribonukleoprotein 
oder zusatzlich mit weiteren Molekiilen, z. B. rekombinanten oder/und nativen Antigenen oder Antigengemischen, be- 
schichtet sein. Die Ribonukleoproteine konnen direkt durch adsorptive oder kovalente Bindung auf der Festphase immo- 
bihsiert werden oder indirekt iiber ein spezifisches Bindepaar, insbesondere Biotin/Streptavidin, wobei zunachst die 

15 Festhase mit einem Partner des spezifischen Bindepaares beschichtet wird und das mit dem zweiten Partner des spezifi- 
schen Bindepaares gekoppelte Ribonukleoprotein dann auf die vorbeschichtete Festphase aufgebracht wird. Der Nach- 
weis kann auf herkommliche Weise, beispielsweise unter Verwendung eines markierten Antikorpers, insbesondere eines 
Maus-Anti-human-IgG-POD (POD = Peroxidase) durchgefUhrt werden. Als Markierungsgruppen finden insbesondere 
Elektrochemilumineszenzmarkierungen, Fluoreszenzmarkierungen, Enzymmarkierungen, Sol-Partikel, wie z. B. Latex- 

20 partikel oder Goldpartikel und radioaktive Markierungen Verwendung. 

Die Erfindung wird durch die Figuren und die Beispiele weiter erlautert, wobei 

Fig* 1 die Aminosauresequenz der rekombinanten Antigene SSA60 M4-C6 (obere Sequenz) und SSA60 M56 (untere 
Sequenz) darstellt; 

Fig. 2 einen Vergleich der von Wolin et al. in Proc. Nad. Acad. Sci. USA 81 (1984), 1996-2000 veroffentlichten Se- 
25 quenz von HY3 (obere Sequenz) und der im Klon HY3-SSA60 M56 (untere Sequenz) verwendeten Gensequenz. Die 
Punktmutation ist durch einen dicker gedruckten Buchstaben gekennzeichnet; 

Fig. 3 die DNA- und Aminosauresequenz von pQE30-HY3-SSA60 M56 #4 zeigt, wobei das HY3-Gen zwischen den 
zwei Xhol-Stellen (bp 232-419) angeordnet ist, wahrend das SSA60 M56 stromab der EcoRI-Stelle (Translationsstart 
bei bp 533) zu finden ist. Charakteristische Restriktionsstellen sind angegeben. Die untersUichenen Aminosauren werden 
30 vom Vektor codiert, die anderen gehoren zur humanen SS A60-Sequenz; 

Fig. 4 zeigt ein Testformat mit beschichteten Beads, wobei die Beads neben den erfindungsgemaBen Ribonukleopro- 
teinen weitere Erkennungsmolekule tragen konnen, beispielsweise einen HEp2-Extrakt, SSA52, SSA60, SSB, Scl70, 
Jol, CENP-B oder/und dsDNA. Die beschichteten Beats werden dann mit unverdunnter Probe, beispielsweise 25 ul, und 
einem Puffer, beispielsweise 250 ul, inkubiert, beispielsweise fur 30 Minuten. Nach einem Waschschritt wird ein Nach- 
35 weisreagenz, beispielsweise 250 ml Maus-Anti-Human-IgG-POD-Konjugat zugegeben und 1 5 Minuten inkubiert. Nach 
einem weiteren Waschschritt folgt der Nachweis mit TMB; 

Fig. 5 zeigt ein Testformat mit Beads, die mit SSA60 beschichtet sind. Die beschichteten Beads werden mit 10 ul Se- 
rum als Probe und 250 pi Probepuffer fur 15 min inkubiert. Nach einem Waschschritt wird 250 pi Maus-Anti-Human- 
IgG-POD-Konjugat zugegeben und 15 min inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgt die Auswertung mit 
40 TMB. 

Beispiel 1 

Herstellung eines rekombinanten HY3-SSA60- Antigens 

45 

Es wurde ein SSA60-M56 genanntes Antigen verwendet, welches ein modifiziertes rekombinantes SS A60-Protein mit 
Anderungen am N- und C-terminalen Ende ist, was die Moglichkeit eroffhet, ein rekombinantes Protein mit der Amino- 
sauresequenz des nativen SS A60-Proteins herzustellen, wobei keine Aminosauren vom Vektor codiert werden, sowie ein 
rekombinantes SSA60-Antigen, welches nur am N-terminalen Ende eine abspaltbare Markierung aufweist. 
50 HY3 codiert flir eine kurze RNA, mit der das rekombinante SSA60-Protein assoziiert oder gebunden wird. Die Asso- 
ziierung von SSA60 mit HY3 induziert Konformationsepitope des Antigens, die zu einem unterschiedlichen immunolo- 
gischen Verhalten im Vergleich zu einem SSA60-Protein fuhren, das keine HY3-RNA enthalt. Die beiden Autoimmu- 
nantigene SSB und SSA60 binden an das gleiche RNA-Molekiil, wahrend SSA52 wahrscheinlich direkt mit dem 
SSA60-Protein assoziiert ist. 

55 Bei dem hier verwendeten rekombinanten humanen SS A60-Protein handelt es sich um die Form b, die im Klon pQE30 
HY3 SSA60 M56 translatiert wird. Sie codiert fur insgesamt 553 Aminosauren. Die ersten zwolf Aminosauren am N-ter- 
minalen Ende des Proteins werden vom Expressionsvektor codiert. Diese abspaltbare Markierung enthalt eine geladene 
Gruppe von Aminosauren, welche die Loslichkeit des Antigens erhoht und eine Gruppe von sechs His fur die Affinitats- 
reinigung liber Ni-NTA. 

60 Der in Fig. 1 gezeigte Vergleich der Aminosauresequenz der rekombinanten Antigene SS A60 M4-C6 und SSA60 M56 
zeigt, daB das N-terminale Ende des rekombinanten SSA60-Antigens geandert wurde von MRGSHHHHHHGSMEES... 
(Sequenz eines bisher verwendeten Klons) zu MRGS HHHHHHGDDDDKEES . . . 

In der neuen Sequenz SSA60 M56 wurde eine DDDK-Sequenz nach dem Abschnitt mit 6 His- Aminosauren einge- 
fuhrt, welche eine Spaltsequenz fur Protease Bovine Enterokinase ist. Dies ermoglicht die Eliminierung des 

65 MRGSHHHHHHGDDDDK-Peptids nach Reinigung des Antigens uber Ni-NTa. Das C-terminale Ende des rekombi- 
nanten Antigens wurde von ...IRNFnJDMTVD** verandert (bisher verwendeter Klon) zu ...IRNFTLDMI**. Die Sterne 
markieren repetitive Translationsstoppsignale am Ende des Proteins. Die Sequenz ...DMI stellt das C-terminale Ende des 
nativen und rekombinanten Antigens dar. 
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HY3 ist eine kleine RNA mit 101 Basen und hat eine definierte Sekundarstruktur Die Bindung von SSA60 erfolgt an 
die Basis der festen Struktur. Im Vergleich zur im Stand der Technik veroffentlichten Struktur von HY3 (Woiin et al., 
PNAS USA 81 (1984), 1996-2000) weist die hier verwendete Sequenz einen Unterschied in der Schleife 2 der RNA auf 
(siehe Fig. 2). 

Die DNA-Sequenz des rekombinanten SSA60-Proteins und des HY3-RNA-Gens ist in Fig. 3 gezeigt Charakteristi- 5 
sche Restriktionsstellen im Klon sind an gezeigt. So ergibt eine Restriktionsspaltung der Plasmid-DNA des Klons pQE30 
HY3 SSA60 M56, z. B. durch Xhol, BgDI und Sad, vier DNA-Fragmente mit 187 bp, 698 bp, 1.038 bp und den Vektor 
(=3.400 bp). 

Beispiel 2 10 
Herstellung des Expressionsvektors 

Es wurde der Expressionsvektor pQE30 verwendet, welcher ein kleines Plasmid mit 3.462 bp ist (erhaltlich von Qia- 
gen). Dieser Expressionsvektor wurde speziell fur eine Expression von Prot einen in E.coli entworfen. Er enthalt ein re- 15 
gulierbares Promotor/Operator-Element und eine starke Ribosombindestelle vor mehreren Klonierungsstellen (BamHI 
und HindDI neben anderen), die stromab einer Gruppe mit 6 His liegen. Die Expression des Gens unter Kontrolle des 
Promotor/Operator-Elements wird bei einer gegebenen Zelldichte durch Addition von EPTG induziert, welches den Re- 
pressor inaktiviert und den Promotor freisetzt. 

Das rekombinante Plasmid pQE30 HY3 SSA60 M56, Klon 4, ergibt eine intrazellulare Koexpression des rekombinan- 20 
ten humanen SSA60-Proteins und der HY3-RNA in E.coli. Zusammen bilden diese Komponenten einen Komplex mit 
Konformationsepitopen. Die Markierung mit 6 His erlaubt die Reinigung des Antigens durch eine Metallchelat-Affini- 
tatschromatographie. Nicht denaturierende Reinigungsbedingungen sind erforderlich, um die Konformationsepitope des 
Komplexes zu erhalten. 

Der lac-Repressor wird durch ein separates Plasmid codiert, das pREP4 genannt wird, welches mit dem Expressions- 25 
vektor pDS56 RBSII kompatibel ist. Das Plasmid pREP4 (von Qiagen) tragt einen Kanamycinresistenzfaktor, wahrend 
der Expressionsvektor gegenuber dem Antibiotikum Ampicillin resistent ist. 

Die Auswahl des gewiinschten Klons pQE30 HY3 SSA60 M56, Klon 4, mit pREP4 wird durch Zuchten in Gegenwart 
der zwei Antibiotika Ampicillin und Kanamycin durchgefuhrt. 

Zur Herstellung des Klons pQE30 HY3 SSA60 M56 wurde zunachst die HY3-RNA in vitro durch PGR (Polymerase- 30 
kettenreaktion) unter Verwendung der Primer HY3F und HY3R synthetisiert. Die Sequenz der Primer war wie folgt: 

Primer HY3-SynF: 

5' ACTTGGTACCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAGG 35 
CTGGTCCGAGTGCAGTGGTGTTTACAACTAATTGATCACAACCA 3' 



Primer HY3-SynR: 40 
5' GTGTCTCGAGAAAGGCTAGTCAAGTGAAGCAGTGGGAGTG 
GAGAAGGAACAAAGAAATCTGTAACTGGTTGTGATCAATTAGTTG 3' 45 

Fiinf 100 ul PGR-Reaktionsgemische wurden hergestellt, die 10 ul lOx Taq-Puffer (Pharmacia), 8 ul dNTP (1 mM 
dATP, dGTP, dGTP, dTTP), 3 ul von jedem der Primer HY3-SynF und HY3-SynR (jeweils 50 pmol/ul), 62 ul H 2 0 und 1 
Tropfen Mineralol (Sigma, M-3516) enthielten. Ein HeiBstart wurde im ersten Zyklus bei 60°G mit 10 ul (5 Einheiten 
Pharmacia Taq und 2,5 Einheiten Pfu [Stratagene] in lx Taq-Pufler) iniuiert. Die DNA-Amplifikation wurde in einem 
Perkin Elmer Gycler 9600 unter Verwendung des folgenden Programms durchgefuhrt: 50 

1. Zyklus 1 

- 30 Sekunden bei 98°G 

- 2 Minuten bei 60°G 55 



30 Sekunden bei 72°G 



2. Zyklen 2 bis 6 



- 30 Sekunden bei 95°G 60 

- 20 Sekunden bei 65°G 

- 30 Sekunden bei 72°G. 

Die PGR-Fragmente wurden gesammelt, mit den Restriktionsenzymen Xhol und Kpnl geschnitten, iibcr Agarosegel 
gereinigt und in einen Bluescript II KS- Vektor kloniert, wobei das Gen HY3 fur Transkriptionsstudien unter die Kon- 65 
trolle des T7-Polymerasepromotors gestellt wurde. Dies ergab den Klon pBSII-HY3RNA3-l. 

Die erwartete Sequenz des Gens HY3 wurde gefunden, mit Ausnahme einer Punktmutation, die in Fig. 2 dargestellt 
ist. In vitro transkribierte HY3-RNA wurde fiir die Renaturierung von SSA60-Amigen verwendet, was eine erhohte po- 
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sitive immunologische Reakuvitat des Antigens eigab. 

Um die Synlhese eines rekombinanten SSA60-Anligens ohne zusalzliche Aminosauren im Vergleich zur naliven Se- 
quenz zu ermoglichen, wurden vektorcodierte Aminosauren im SS A60-Klon, der fur die Koexpression von SSA60 und 
HY3 verwendet wurde, eb'miniert. Das N-terminale Ende des rekombinanten SSA60- Antigens wurde dafur verandert auf 
5 MRGSHHHHHHGDDDDKEES ...(Klon SSA60-M56). Das SSA60-Protein beginnt dabei mit den letzten drei Amino- 
sauren dieser Sequenz, namlich EES..., wahrend die restlichen Aminosauren darstellen, die durch den \fektor codiert 
sind. Die Sequenzmodifikation wurde durch eine PCR-Reaktion eines 260-bp-Fragments erhalten, das die Basenpaare 
506-758 der in Fig. 3 gezeigten SS A60-M56-Sequenz abdeckt. Die zwei Primer SSA60 M6-NF und SS A60 M6-NRev 
hatten die folgende Sequenz: 

10 1. SSA60 M6-NF 

5' cacagaattcattaaagaggagaaattaactatgagaggatcccatcacc 
l5 atcaccatcacggtgatgacgatgacaaagaggaatctg 3' 

2. SSA60 M6-NRev 

20 

5' ctaattaaagcttcagcattttcaagg 3' 

Die amplifizierte DNA von 260 bp wurde geschnitten und ersetzte das EcoRI/HindEI-Fragment des Klons SSA60- 
M4-C6. Die Sequenz des neuen Klons ist in Fig. 3 gezeigt. 
25 Das C-terminale Ende des rekombinanten Antigens wurde von ...IRNFTLDMIVD** (Klon SSA60 M4-C6) in 
...IRNFTLDMI** (Klon SSA60-M56) modifiziert. Die Sequenzmodifikation wurde durch eine PCR-Reaktion eines 
260-bp-Fragments erhalten, das die bp 506-758 der in Fig. 3 gezeigten SSA60-M56-Sequenz umfaBt. Die zwei Primer 
SSA60M5-CF und SSA60M5-CRev hatten die folgende Sequenz: 

30 1. SSA60M5-CF 

5' gatactggagctctggatgtaattcgaaatttcacattagatatgattta 
atagtcgcgagccagctt 3' 



2. SSA60M5-CRev 
40 5 ' aggcagctctagagcggcggatttgtcc 3' 

Die amplifizierte DNA von 1 .200 bp wurde mit den Restrikuonsenzymen Sad und Xbal geschnitten und das geeinigte 
Fragment in SSA60M4-C6 insertiert, was das zuvor vorliegende Fragment Sacl-Xbal ersetzte (in Fig. 3 ist der Ort des 
Fragments stromab von Sad bei bp 2.155 gezeigt; Xbal ist nicht gezeigt, da es im Vektor pQE lokalisiert ist). 

45 Der durch diese Veranderungen erhaltene Klon wurde pQE30-SSA60-M56 #6 genannt. Um SSA60 von 
M56SS A60M4-CI zu unterscheiden, wurde die Restriktionsstelle fur Sail am Ende des SSA60- Antigens entfemt. 

Es wurde ein Klon synthetisiert, der HY3 und SSA60 in E.coli krexprimiert und pQE30-HY3-SSA60M56 #4 genannt 
wurde. Fur diese Zwecke wurde HY3 vor das SSA60-Gen in den Klon pQE30 SSA60 M56 #6 kloniert, wobei das Gen 
HY3 unter die Kontrolle der identischen Promoter- und Operatorsequenzen wie das SS A60-Gen gestellt wurde. 

50 Das HY3-Gen wurde zur Insertion in die Xhol-Stelle von pQE30 durch Verandern seiner Sequenz, wie oben beschrie- 
ben, mit der Hilfe des Primers HYFPQE und HYRPQE durch PCR-Modifizierung vorbereitet. Die Sequenzen der zwei 
Primer waren: 

HYFPQE 

55 5' acttctcgagaaatcataaaaaatttatttgctttgtgagcggataacaattataataga 
ttcaggctggtccgagtgcagt 3' 



HYRPQE 

5' gtgtctcgagaaaatgccgccagcggaactggcggcaaaggctagtcaagt 
gaagcagtggg 3' 

Das Produkt dieser Reaklion wurde mit dem Restriktionsenzym Xhol geschnitten und in die Xhol-Stelle des Klons 
pQE30 SSA60 M56 #6 kloniert, was den neuen Klon pQE30-HY3-SSA60M56 #4 ergab. Die DNA- und Proteinsequenz 
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des neuen Klons sind in Fig. 3 gezeigt. 

Beispiel 3 

Expression von pQE30-HY3-SSA60M56, Klon 4 5 

Der fur eine Uberexpression des rekombinanten Ribonukleoprotein-Komplexes HY3-SSA60 verwendeie E.coli- 
Slamra ist ein XL1 Blue (Slratagene) genanntes E.coli C-Derivat, Fiir die Uberexpression des rekombinanten HY3- 
SSA60-Komplexes wird eine Kultur von pQE30-HY3-SSA60M56 #4 in XL1 rait pREP4 bei 28°C in einem selektiven 
TB -Medium (enthaltend Ampicillin und Kanamycin) geziichtet. Bei etwa 25% der maximalen Zelldichte wird eine Iran- 10 
skription und TYanslation des rekombinanten Proteins mit 1 mM IPTG induziert und das Wachsen fur 3 bis 5 Stunden bei 
28°C fortgesetzt. Bakterienpellets, die das rekombinante Protein enthalten, werden durch Zentrifugation gesammelt und 
das Zellpellet bis zur Reinigung des uberexprimierten rekombinanten Antigens gefroren gelagert. 

Eine Optimierung der Expression von immunologisch reakuvem Material zeigte, daB insbesondere die Kombination 
von 1 . einer Fermentation bei geringer Temperatur und 2. nicht denaturierende Reingungsprotokolle zufriedenstellende 15 
Ergebnisse ergaben. 

Zur Kontrolle der Uberexpression des HY3-SSA60- Antigens wurden Proteinaliquots der induzierten Bakterien nach 
Elektrophorese auf einem SDS-Polyacrylamidgel angefarbt. Das rekombinante HY3-SSA60- Antigen wandert als 
Hauptproteinbande bei 75 kD, verglichen zu vorgefarbtem Seeblue-Marker (Novex # LC 5625). 

20 

Beispiel 4 

Native Reinigung des koexprimierten HY3-RNA-SSA60-Konstrukts 

Als Extraktionspuffer wurde ein Gemisch von 1 mM PMSF (hergestellt aus 0,2 M PMSF in 2-Propanol), Aprounin 25 
(10 mg/ml in Wasser) in einer Menge von 10 ug/g Biomasse, Leupeptin (1 mg/ml in Wasser) in einer Menge von 15 ug/g 
Biomasse, Pepstatin (1 mg/ml in Methanol) in einer Menge von 15 ug/g Biomasse und Lysozym (10 mg/ml im Lysepuf- 
fer) in einer Menge von 100 ul/g Biomasse verwendet. Der Puffer wurde bei Raumtemperatur zugegeben, wobei ein Ex- 
traktionsverhaltnis von 1 g Biomasse/5 ml Puffer umfassend 10 mM Tris, pH 7,0, 500 mM NaCl, 10% Glycerin und 
0,2% Tween 20 eingehalten wurde. Zur Extraktion wurde die Suspension in Eiswasser fur 10 Minuten mit 5 Sekunden 30 
Intervallen ultraschallbehandelt. Die Abzentrifugierung erfolgte bei 4°C fur 10 Minuten bei 10.000 g. Das gewiinschte 
Ribonukleoprotein HY3-RNA-SS A60 liegt im Uberstand in Losung vor. Der Uberstand wurde rnit SDS-PAGE und We- 
stern Blot behandelt. AnschlieBend erfolgte eine Nickelreinigung der positiven tiberstande unter nativen Laufbedingun- 
gen unter Verwendung eines Saulenlaufpuffers, der 10 mM TRIS, pH 7,0, 500 mM NaCl, 10% Glycerin und 0,2% Tween 
20 umfaBte. Die Elution erfolgte mit 5 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM bzw. 100 mM Imidazol im Saulenlaufpuffer. Die 35 
Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert und die das gewiinschte Ribonukleoprotein 
enthaltendenen Fraktionen gesammelt 

Beispiel 5 

40 

Verwendung des HY3-RNA-SSA60-Ribonukleoproteins in einem diagnostischen Verfahren 

Das fiir das SSA60-Vergleichsexperiment herangezogene Cobas Core Anti-SSA60 ELA Testformat ist in Fig. 5 ge- 
zeigt. Es ist vergleichbar mit dem Testformat fur den Cobas Core HEp2 ANA EIA (Kombi-Test, vgl. Fig. 4), jedoch ist 
lediglich SSA60-Antigen zur Beschichtung verwendet worden. 45 

1) Beschichtung 

SSA60-Antigene wurden in Phosphatpuffer mit 0,15 m NaCl (PBS) und 2 mM EDTA bei Raumtemperatur (RT) fur 
14 bis 16 h mit gamma-bestrahtlen Polystyrolkugeln (NUNC, Danemark) bis zur Sattigung (max. SSA60-Bindungska- 50 
pazitat) inkubiert. 

Nach 3maligem Waschen der Kugeln mit PBS wurden diese in 2% BSA/PBS-Losung zur Abstattigung freier Bin- 
dungsstellen uberfuhrt (2-3 h bei Raumtemperatur (RT)). Die SSA60- Kugeln wurden danach fur 2 h bei RT unter Va- 
kuum getrocknet, in spezielle TYockenbehalter (Cobas Core) iiberfuhrt und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert. 

55 

2) Testfuhrung (EIA automatisch durch Cobas Core durchgefuhrt) 

10 ul Serumprobe plus 250 ul Verdunnungsmittel plus SSA60-Kugel werden 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wird 
dreimal mit entnionisiertem Wasser gewaschen mit 250 ul Maus-anti-Human-IgG-Peroxidase 15 min bei 37°C inkubiert. 
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit entionisiertem Wasser und mit Peroxidasesubstrat TMB 15 min bei 37°C in- 60 
kubiert. Die Auswertung erfolgt durch Messung der OD bei 650 nm. Das Farbsignal bei OD650 ist proportional zur spe- 
zifischen Antikorperkonzentration im Serum. 

3) Seren 

65 

Die getesteten Seren sind zum Teil kommerzieller (Serum A: BM69660, Serum B: BM6020, Serum C: BM 7529, Se- 
rum D: BM69440, Serum E: M48/4713), zum Teil klinischer (Serum F: SS 12) Herkunft. Bei letzterem handelt es sich um 
ein sehr selten vorkommendes Serum von einem Patienten mit Sjogren's Syndrom. Die Reaktivitat von SSA60-Antik6r- 
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pern wurde mitverschiedenen kommerziell erhaltlichen Tests (ELISA) nachgewiesen. Die verwendet kommerziellen 
Tests beinhalten dabei entweder natives oder rekombinantes SS A60 Antigen. AUe Positivseren waren mil dem beschich- 
teten nativen SSA60-Antigen von Immunovision positiv detekuerbar; wahrend ein Teil dieser Ptoben mit dem beschich- 
teten reinen SSA60-Protein aus E.coli (denaturiert) ein negatives Testresultat lieferten. Letztere Proben konvertierten 
durch den Einsatz von nativ gereinigtem hY3-RNA-SSA60 anstatt denaturiertem SSA60 von negativ zu positiv. 
Damit wurde die gewiinschte Reaktivitat des hY3-RNA-SSA60-Antigens im Test bewiesen. 
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In Sattigung beschichtetes SSA60-Antigen 
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Tfcbelle 1 zeigt die Ergebnisse fur Positivseren und Negativseren (Blutspenderseren), die unter Verwendung von re- 
kombinant in E.coli ohne RNA hergestelltem SSA60, SSA60 von Immunovision (natives SSA60 aus Rindermilz) und 
erfindungsgemaB hergestelltem SSA60-hY3 erhalten werden. Wie hieraus zu ersehen ist, liegtdie Sensitivitat des erfin- 
dungsgemaB hergestellten SSA60-hY3 deutlich uber der des SS A60 ohne RNA. Eine Probe wurde als negativ eingestuft, 
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wean OD650 nm/Cutoff < 1 und als positiv eingestuft, wean OD650 nm/Cutoff > 1. Wie der Tfcbelle zu entnehmeo ist, 
werdeo die Posiuvseren B (1 : 10 verdiinni), D (1 : 10 verdunnt), E (un verdunnt uod 1:10 verdiinnt) sowie die klinische 
Probe Serum F, die mit SSA60 ohae RNA als negativ eingestuft werden, mit dem erfindungsgemaB hergestellten SSA60- 
hY3 richtigerweise als positiv erkannL 

Dariiber hinaus weist das erfindungsgemaB hergestellte SSA60-hY3 auch eine hohere Spezifitat als SSA60 ohne RNA 
oder SSA60 von Immunovision auf, wie dem zweiten Teil der Tabelle 1 entnommen werden kann. Dort sind die Ergeb- 
nisse von 17 Blutspendern (Negativseren) aufgefiihrt Wahrend hier mit SSA60 und auch mit SSA60 von Immunovision 
noch zwei Negativseren (Nc 12 und 13, bzw. Nr. 2 und 15) als positiv eingestuft wurden, werden mit dem erfindungsge- 
maB hergestellten SSA60-hY3 alle Seren korrekt als Negativ erkannt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Roche Diagnostics GmbH 

<120> Verfahren ziir rekombinanten Herstellung von 
. Ribonukleoproteinen 

<130> 20657PDE Ribonukleoproteine 

<140> 19931380.6 
<141> 1999-07-07 

<160> 14 

<170> Patentln Ver: 2.1 
<210> 1 

<211> 552 - ; 

<212> PRT ; 
<213> Homo' sapiens • 

<220> 

<223> SSA60 M4-C6. 
<400> 1 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ser Met Glu Glu Ser 
1 5 -10 15 ' 

Val Asn Gin Met Gin Pro Leu Asn Glu Lys Gin lie Ala Asn Ser Gin 
20 25 30 

Asp Gly Tyr Val Trp Gin Val Thr Asp Met Asn Arg. Leu His- Arg Phe 
35 . 40 45 

Leu Cys: Phe Gly Ser Glu Gly Gly Thr Tyr Tyr lie Lys Glu Gin Lys 
50 55. 60 

Leu Gly Leu Glu Asn Ala Glu Ala Leu He Arg Leu He Glu Asp Gly 
65- 70 75 80 

Arg Gly Cys Glu Val lie Gin Glu He Lys Ser Phe Ser Gin Glu Gly 
85 90 95 

Arg Thr Thr Lys Gin Glu Pro Met Leu Phe Ala Leu Ala lie Cys Ser 
100 * 105 110 

Gin Cys Ser Asp He Ser Thr Lys Gin Ala Ala Phe Lys Ala Val Ser 
115 120 125 
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Glu Val Cys Arg lie Pro Thr His Leu Phe Thr Phe He Gin Phe Lys 
130 * % 135 140 

Lys Asp. Leu Lys Glu Ser Met Lys Cys Gly Met Trp Gly Arg Ala Leu 

145 150 155 160 



10 



Arg Lys Ala lie Ala Asp Trp Tyr Asn Glu Lys Gly Gly Met Ala Leu 
: 165 170 175 



l5 Ala Leu Ala Val Thr Lys Tyr Lys Gin Arg Asn. Gly Trp Ser- His Lys 
180 185 • 190 

Asp Leu Leu Arg Leu Ser His Leu Lys Pro Ser Ser Glu Gly Leu Ala 

20* . 195 ^ 200 205 

He Val Thr Lys Tyr lie Thr Lys Gly Trp Lys Glu Val His Glu Leu 
. 210 215 ' 220 



25 



30 



Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser Val Glu Thr Glu Lys Leu Leu Lys Tyr 

225 230 235 240 

Leu Glu Ala Val Glu Lys Val Lys Arg Thr Lys Asp Glu Leu Glu. Val 

245. 250 255 



35 lie His Leu lie Glu Glu His Arg Leu Val Arg Glu His Leu Leu Thr 
260 -265 ' 270 



40 



Asn His Leu Lys Ser Lys Glu Val Trp Lys Ala Leu Leu Gin Glu Met 



275 



280 



285 



Pro Leu Thr Ala Leu Leu Arg Asn Leu Gly Lys Met Thr Ala'^Asn Ser 



45 



290 



295 



300 



50 



55 



Val Leu. Glu Pro Gly Asn Ser Glu Val Ser Leu Val Cys flu Lys Leu 
305 '310 315 320 

Cys Asn Glu Lys Leu Leu Lys Lys Ala Arg lie His Pro Phe His He 
^ 325. 330 335 

Leu He Ala Leu Glu Thr Tyr Lys Thr Gly His Gly Leu Arg Gly ; Lys 
340 345 350 



^ Leu Lys Trp Arg Pro Asp Glu Glu lie Leu Lys Ala Leu Asp Ala Ala 
355 360 365 



. Phe Tyr Lys Thr Phe Lys Thr Val 'Glu Pro Thr Gly Lys Arg Phe Leu 
65 370 375 < 380 
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Leu Ala Val Asp Val Ser Ala Ser Met Asn Gin Arg Val Leu Gly Ser 
385 390 395 400 

5 

He Leu Asn Ala Ser Thr Val Ala Ala Ala Met Cys Met Val Val Thr 
405 410 415 

10 

Arg Thr Glu Lys Asp Ser Tyr Val Val Ala Phe Ser Asp Glu Met Val 
. 420 ■ 425 " 430 

Pro Cys Pro Val Thr Thr Asp Met Thr Leu Gin Glh Val Leu Met Ala 15 
435 440 ' 445 

Met Ser Gin He Pro Ala Gly Gly Thr Asp Cys Ser Leu Pro Met He 

450 455 .460 20 

Trp Ala Gin Lys Thr Asn Thr Pro Ala Asp Val Phe He Val. Phe Thr 

465 470 O , • 475 480 ^ 

Asp Asn Glu Thr ' Phe Ala Gly Gly Val His Pro Ala He Ala Leu Arg 
485 490 ' 495 

Glu Tyr Arg Lys Lys Met Asp He Pro Ala Lys Leu He Val . Cys Gly 
500 505 510 

Met Thr Ser Asn Gly Phe Thr He Ala Asp Pro Asp Asp Arg Gly Met 35 
515 520 525 

Leu Asp Met Cys Gly Phe Asp Thr Gly Ala Leu Asp- Val He Arg Asn ^ 
530 535 540 

Phe Thr Leu Asp Met He Val Asp 

545 550' 45 



<210> 2 ™ 
<211> 553 
f^l2> PRT 

<213> Homo sapiens 55 
.<220> 

<223> SSA60 M56 

60 

<400> 2 • 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Asp Asp Asp Asp Lys 
. 1 5 10 .15 

65 
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Glu Glu Ser Val Asn Gin Met Gin Pro Leu Asn Glu Lys Gin lie Ala 
20 -25 • 30 

5 

Asn Ser Gin Asp Gly Tyr Val Trp Gin Val Thr Asp Met .Asn Arg Leu 
35 . -40 45 

10 His Arg Phe Leu Cys. Phe Gly Ser Glu Gly Gly Thr Tyr Tyr lie Lys 
•50 55 60 



15 



Glu Gin Lys Leu Gly Leu Glu Asn Ala Glu Ala Leu -lie Arg Leu lie 



65 



70 



75 



80 



20 



25 



Glu Asp Gly Arg Gly Cys Glu Val He Gin Glu He Lys Ser Phe Ser 

.85 90 -95 

Gin Glu Gly Arg Thr Thr Lys. Gin Glu Pro Met Leu Phe Ala Leu Ala 

100 .105 110 

He Cys Ser Gin Cys Ser* Asp He Ser Thr Lys Gin Ala Ala Phe Lys 

115 .120 125 



30 



Ala Val Ser Glu Val Cys Arg He Pro Thr His Leu Phe Thr Phe He 
130 135 1 140 



35 



Gin Phe Lys Lys Asp Leu Lys Glu Ser Met Lys Cys Gly 'Met Trp Gly 



145 



150 



155 



160 



Arg Ala Leu Arg- Lys Ala He Ala Asp Trp Tyr Asn Glu Lys Gly Gly 
40 1 65 .170 1 75 



45 



50 



Met Ala Leu Ala Leu Ala Val Thr Lys Tyr Lys Gin Arg Asn Gly Trp 
180 185 1B0O 

Ser His Lys Asp Leu Leu Arg Leu Ser His Leu Lys Pro Ser Ser Glu 

195 200 205-/;., 

Gly Leu Ala lie Val Thr Lys Tyr He Thr Lys Gly Trp Lys Glu Val 

210 215 220. 



55 ■ His Glu Leu Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser Val Glu Thr Glu Lys Leu 
225 . 230 235 240 



Leu Lys Tyr Leu Glu Ala Val Glu .Lys Val Lys Arg Thr Lys Asp Glu 



60 



245 



250 



255 



65 



Leu Glu. Val He His Leu. lie Glu Glu His Arg Leu Val Arg Glu His 
260 265 270 
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Leu Leu Thr Asn His Leu Lys Ser Lys Glu Val Trp Lys Ala Leu Leu 

'275 280 . 285 

Gin Glu Met Pro Leu Thr Ala Leu "Leu Arg Ash , Leu Gly Lys Met Thr 

290 295 300 

Ala Asn Ser Val Leu Glu Pro Gly Asn Ser Glu Val Ser Leu Val Cys 

305 • . 310 315 320 

Glu Lys Leu Cys Asn Glu Lys Leu Leu Lys Lys Ala Arg lie. His Pro 

.325 , 330 335 

Phe His lie Leu lie Ala Leu Glu Thr Tyr Lys Thr Gly His Gly Leu 

' 340 345 350 

Arg Gly Lys Leu Lys Trp Arg Pro Asp Glu Glu lie Leu Lys Ala Leu 

355 . * .360 365 

Asp Ala Ala Phe Tyr Lys Thr Phe Lys Thr Val Glu Pro Thr Gly Lys 

370 " 375 380 

Arg Phe- Leu Leu Ala Val Asp Val Ser Ala Ser Met Asn Gin Arg Val 

385 390 395 400 

Leu Gly Ser He Leu Asn Ala Ser Thr Val Ala Ala Ala Met Cys Met 

405 - ' : ' . 410 • 415 

Val Val Thr Arg Thr Glu Lys Asp Ser Tyr Val Val Ala Phe Ser Asp 

.420 . 425 430 



Glu Met Val Pro Cys Pro Val Thr Thr Asp Met Thr Leu Gin Gin Val 



435 t 



440 



445 > 



Leu Met Ala Met Ser Gin He Pro Ala Gly Gly Thr Asp Cys Ser Leu 
450.. 455 460 

Pro Met He Trp Ala Gin Lys Thr Asn Thr Pro Ala Asp Val Phe. He 

465. 470 475 480 

Val Phe Thr Asp Asn Glu Thr Phe Ala Gly Gly Val His Pro Ala He 
485 490 .495 

Ala Leu Arg Glu Tyr Arg Lys Lys Met Asp He Pro Ala Lys Leu He 
500 505 510 



Val Cys Gly Met Thr Ser Asn Gly Phe Thr He Ala Asp Pro Asp Asp 

. 515 • . 520 525 
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5 



10 



Arg Gly Met Leu Asp Met Cys Gly Phe Asp Thr Gly Ala Leu Asp Val 

530 535 540 

lie Arg Asn Phe Thr Leu Asp Met lie 
545 , 550 



15 



<210> 3 

<211> 101 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens- 

20 <220>* ' ■ m 

<223> HY3 (Wolin et al., PNAS 81 (1984), 1996-2000.) 

<400> 3 f 
25 ggctggtccg agtgcagtgg tgtfttacaac taattgatca caaccagtta cagatttctt 60 
tgttccttct ccactcccac tgcttcactt gactagcctt t* .101 

30 

<210> 4 
<211> 150 

<212> DNA , 
35 <213> Homo sapiens 

<220> ' 

<223> HY3 aus SSA60 W56 



40 



45 



<400> 4 

tttatttgct ttgtgagcgg ataacaatta taatagattc aggctggtcc gagtgcagtg 60 

gtgtttacaa ctaattgatc acaaccagtt acagatttct ttgttccttc 'ttcactccca 120 

ctgcttcact tgactagcct ttgccgccag !. c 150' 



so <210> 5 

<211>"2220 

<212> DNA 

<.2jl3> Homo sapiens 

55 

<220> 
•<221> CDS 

.<222> (533) . . (2191) 

60 

<400> 5 - 

gcgacacgga aatgttgaat . actcatactc ttcctttttc aatattattg aagcatttat 60 

65 

cagggttatt gtctcatgag cggatacata tttgaatgta tttagaaaaa taaacaaata 120 
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ggggttccgc gcacatttcc ccgaaaagtg ccacctgacg tctaagaaac cattattatc 180 

atgacattaa cctataaaaa taggcgtatc acgaggccct ttcgtcttca cctcgagaaa 240 

tcataaaaaa .tttatttgct ttgtgagcgg ataacaatta taatagattc aggctggtcc 300 

gagtgcagtg gtgtttacaa ctaattgatc acaaccagtt acagatttct ttgttccttc 360 

ttcactccca ctgcttcact tgactagcct ttgccgccag ttccgctggc ggcattttct 420 

cgagaaatca taaaaaattt atttgctttg tgagcggata acaattataa tagattcaat 480 



ttc tta tgt ttc ggt tct gaa ggt ggg act tat tat ate aaa gaa cag 730 
Phe Leu Cys ; Phe Gly Ser Glu Gly Gly Thr Tyr Tyr \le Lys Glu Gin 
55 ' 60 -'65 ' 

aag ttg ggc. ctt gaa aat get gaa get tta att aga ttg att gaa gat ■ 778 
Lys Leu Gly. Leu Glu Asn Ala Glu Ala Leu He Arg Leu lie Glu Asp 

70 .75 ' 80 , ■ 

ggc aga gga tgt gaa gtg ata caa gaa ata aag tea ttt agt caa gaa 826 
GJ^/ Arg Gly Cys Glu Val He Gin Glu He Lys Ser Phe Ser Gin Glu 
85 • 90 95 

•ggc aga acc aca aag caa gag cct atg etc ttt gca ctt gee att tgt 874 
Gly Arg Thr Thr Lys Gin Glu Pro Met Leu Phe Ala Leu Ala He Gys 
100 105 110 

tec cag tgc tec gat ate age aca aaa caa gca gca ttc aag get gtt 922 
Ser Gin Cys Ser Asp lie Ser Thr Lys Gin Ala Ala Phe Lys Ala Val 
115 , 120 125 130 



10 



15 



tgtgagcgga taacaatttc acacagaatt cattaaagag gagaaattaa cc atg gga 538 
' Met Gly 20 

1 • 

gga tec cat cac cat cac cat cac ggt gat gac gat gac aaa gag gaa 586 
Gly Ser His His His His His His Gly Asp Asp Asp Asp Lys Glu Glu 25 
,5 10' 15 



30 



tct gta aac caa atg cag.cca ctg aat gag aag cag ata gee aat tct 634 

Ser Val Asn Gin Met Gin Pro Leu Asn Glu Lys Gin lie Ala Asn Ser 
20 25. - 30 

cag gat gga tat gta tgg. caa gtc act gac atg aat cga eta cac egg 682 35 

Gin Asp Gly Tyr Val Trp Gin Val Thr Asp Met Asn Arg Leu His Arg 

35 40 45 . 50 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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10 



15 



25 



30 



40 



45 



50 



55 



60 



tct gaa gtt tgt cgc att cctacc cat etc ttt act ttt ate cag ttt 970 

Ser Glu Val Cys Arg lie Pro Thr His Leu Phe Thr Phe lie Gin Phe 
13.5 140 - 145 

aag aaa gac ctg aag gaa age atg aaa tgt ggc atg tgg ggt cgt gee 1018 

Lys Lys Asp Leu Lys Glu Ser Met Lys Cys Gly Met Trp Gly Arg Ala 
150 155 160 

etc egg aag- get ata gcg gac tgg tac aat gag aaa ggt ggc atg gee 1066 

Leu Arg Lys Ala lie Ala Asp Trp Tyr Asn Glu Lys Gly Gly Met Ala 
165 170 175 



ctt get ctg' gca gtt aca. aaa tat aaa cag aga aat ggc tgg tct cac 1114 
20 Leu Ala Leu Ala Val Thr Lys Tyr Lys Gin Arg Asn Gly Trp Ser His 
180 185 ' 190 



aaa gat eta tta aga ttg £ca. cat ctt aaa cct tec agt gaa gga ctt 1162 

Lys Asp' Leu Leu Arg Leu Ser His Leu Lys Pro Ser Ser .Glu Gly Leu 

195 200 . 205 210 

.gca att gtg ace aaa tat att aca aag ggc tgg aaa gaa gtt cat gaa 1210 

Ala lie* Val Thr Lys Tyr He Thr Lys Gly TrpLys Glu Val His Glu 

215 220 225 



35 ttg tat aaa. gaa aaa gca etc tct gtg gag act gaa aaa tta tta aag 1258 
Leu Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser Val Glu Thr Glu Lys Leu Leu Lys 
230 235 240 



tat ctg gag get gta gag aaa. gtg. aag cgc aca aaa gat gag eta gaa 1306 
Tyr Leu Glu Ala Val Glu Lys Val Lys Airg Thr Lys. Asp Glu Leu Glu 
245 250 255 I, .• 

gtc att cat eta ata gaa gaa cat aga tta gtt aga gaa cat ctt tta 1354 
Val He. His Leu He Glu Glu His Arg Leu Val Arg. Glu {lis Leu Leu 
.260 265 270 

aca aat cac tta aag' tct aaa gag gta tgg aag get ttg tta caa gaa 1402 
^r Asn His Leu Lys Ser Lys Glu Val Trp Lys Ala Leu Leu Gin Glu 
275 280 285 290 

.atg ccg ctt act gca tta eta agg aat eta gga aag atg act get aat. 1450 
Met Pro Leu Thr Ala Leu Leu Arg Asn Leu Gly Lys Met Thr Ala Asn 
295 300 * 305 



tea gta ctt gaa cca gga aat tea gaa gta tct tta gta tgt gaa aaa 14 98 
Ser Val Leu Glu Pro Gly Asn Ser Glu Val Ser Leu Val Cys Glu Lys 
65 ' 310 . 315 320 
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ctg tgt aat gaa aaa eta tta aaa aag get cgt ata cat cca ttt cat 154 6 

Leu Cys Asn Glu Lys'Leu Leu Lys Lys Ala Arg lie His Pro Phe His 

325 330 335 ' 

att ttg ate gca tta- gaa act tac aag aca ggt cat ggt etc aga ggg 1594 

lie Leu lie Ala Leu Glu Thr Tyr Lys Thr Gly His Gly Leu Arg Gly 

340 345 350 10 

aaa. ctg aag tgg cgc cct gat gaa gaa att ttg aaa gca ttg gat get 1642 

Lys Leu Lys Trp Arg Pro Asp Glu Glu He Leu Lys Ala Leu Asp Ala 

355 . 360 365 370 15 



get ttt tat aaa aca ttt aag aca gtt gaa cca act gga aaa cgt ttc 1690 
Ala Phe Tyr Lys. Thr Phe Lys Thr Val Glu Pro Thr Gly Lys Arg Phe 
375 \ 380 385 - 



20 



tta eta get gtt gat gtc axjt get tct atg aac caa aga gtt ttg ggt 1738 
Leu Leu Ala Val Asp VaL Ser Ala Ser Met Ash Gin Arg Val Leu Gly 25 
390 395 400 



agt ata etc aac get agt aca gtt get gca gca atg tgc atg gtt gtc 1786 
Ser He. Leu Asn Ala Ser Thr Val Ala Ala Ala Met Cys Met Val Val 
'405 410 415 



30 



aca cga aca gaa aaa gat tct tat gta gtt get ttt tec gat gaa atg 1834 35 
Thr Arg Thr Glu Lys Asp Ser Tyr Val Val Ala Phe Ser Asp Glu Met 

420- 425 -430 

\ 

gta cca tgt cca gtg act. aca gat atg acc tta caa cag gtt tta atg- 1882 40 
Val Pro Cys Pro Val Thr Thr Asp Met Thr Leu Gin Gin Val Leu Met 
435 440 445- 450 

get atg agt cag ate cca gcg ggt gga act gat tgc tct ctt cca atg 1930 45 
Ala Met . Ser Gin He Pro Ala Gly Gly Thr Asp Cys Ser Leu Pro Met 

" • . 455 ' * 460 465 

50 

ate tgg get cag aag aca aac aca cct get gat gtc ttc att gta ttc 1978 
U^e Trp Ala Gin Lys Thr Asn Thr Pro Ala Asp Val Phe He Val Phe 
470 475 ■ 480 

55 

.act gat aat gag. acc ttt get gga ggt gtc cat cct get att get ctg 2026 
Thr Asp Asn Glu Thr Phe Ala Gly Gly Val His Pro Ala He Ala Leu 
485 490 495 



.agg gag tat, cga aag aaa atg gat att cca get aaa ttg att gtt tgt 2074 
Arg Glu Tyr Arg Lys Lys Met Asp He Pro Ala Lys Leu lie Val Cys 
500 505 510 



60 



65 
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gga atg aca tea aat ggt ttc acc att gca gac cca gat gat aga ggc 2122 

Gly Met Thr Ser Asn Gly Phe Thr lie. Ala Asp Pro Asp Asp Arg Gly 

5 515 v 520 525 530 

atg ttg. gat atg tgc ggc ttt gat act gga gct ctg gat gta att cga 2170 

Met Leu Asp Met Cys Gly Phe Asp Thr Gly Ala Leu Asp Val lie Arg 

10 535 540 545 



aat ttc aca tta gat atg att taatagtcga gcttaattag ctgagcttg 2220 
hr Leu 
550 



l5 Ash Phe Thr Leu Asp' Met lie 



20 <210> 6 . 

<211> 553 

<212> PRT ... 

<213> Homo sapiens >■.-.: 

25 t ' ■ 

<400> 6 

Met Gly Gly Ser His His His His His His Gly Asp Asp Asp Asp Lys 
30 1 ■ 5 ' .10 15 

Glu Glu Ser Val Asn Gin Met Gin Pro Leu Asn Glu Lys Gin He Ala 
20 ■ 25 30 

35 

Asn Ser Gin Asp, Gly Tyr Val Trp Gin Val. Thr Asp Met Asn Arg Leu 

35 ; ' ■ '• . -40 45 

40 

His Arg Phe Leu Cys Phe Gly Ser Glu Gly Gly Thr Tyr Tyr He Lys 
50. 55 60 

45 Glu Gin Lys Leu Gly Leu Glu Asn Ala Glu Ala Leu He Arg Leu He 
65 ' .70 t 75 80 

Glu Asp Gly Arg Gly Cys Glu Val lie Gin Glu He Lys Ser Phe Ser 
so 85 90 .95 

Qlp Glu Gly Arg Thr Thr Lys Gin Glu Pro Met Leu Phe Ala Leu Ala 
100 105 . 110* 

55 

.He Cys Ser Gin Cys Ser Asp He Ser Thr Lys Gin Ala Ala Phe Lys 
115. . 120 125 

60 

Ala Val Ser Glu Val Cys Arg lie Pro Thr His Leu Phe Thr Phe He 
130 135 140 

65 Gin Phe Lys Lys Asp Leu. Lys Glu Ser Met Lys Cys Gly Met Trp Gly 
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145 



150 



155 



160 



Arg Ala Leu Arg Lys Ala lie Ala Asp Tip Tyr Asn Glu Lys Gly Gly 
•165 .170 175 

Met Ala Leu Ala Leu Ala Val .Thr Lys Tyr Lys Gin' Arg Asn Gly Trp 

; 180 185 ' . v 190 

Ser His Lys Asp Leu Leu Arg Leu Ser His Leu Lys Pro Ser Ser Glu 
195 200 205 

Gly Leu Ala lie Val Thr Lys Tyr lie Thr Lys Gly Trp Lys Glu Val 
210 -215 220 

His Glu Leu Tyr Lys Glu Lys Ala Leu Ser Val Glu Thr Glu Lys Leu 
225 . 230 235 240 

Leu Lys Tyr Leu Glu Ala Val Glu Lys -Val Lys Arg Thr Lys Asp Glu 
.245 . , 250 ' ' 255 

Leu Glu Val lie His Lea lie Glu Glu His Arg Leu Val Arg Glu His 

260 265 270 

Leu Leu Thr Asn His Leu Lys Ser Lys Glu Val Trp Lys Ala Leu Leu 
275 .280 ' 285 

Gin Glu Met Pro Leu Thr Ala Leu Leu Arg Asn Leu Gly Lys Met Thr 
290 295 3.00 

Ala Asn Ser Val Leu Glu Pro Gly Asn Ser Glu Val Ser Leu Val Cys 
305 310 315 320 

Glu Lys Leu Cys Asn Glu Lys Leu Leu Lys Lys Ala Arg lie; His Pro 
■ 325 330 f 335 . 

Phe His lie Leu lie Ala Leu Glu Thr Tyr Lys Thr Gly His Gly Leu 

340 345 350 



£rg Gly Lys Leu Lys Trp Arg Pro Asp Glu Glu lie Leu Lys Ala Leu 



355 



360 



365 



.Asp Ala Ala Phe Tyr Lys Thr Phe Lys Thr Val Glu Pro Thr Gly Lys 

370 375 380 

Arg Phe Leu Leu Ala Val Asp Val Ser Ala Ser Met Asn Gin Arg Val 

385 .390. 395 \ 400 



Leu Gly Ser He Leu Asn Ala Ser Thr Val Ala Ala Ala Met Cys Met 
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405 410 415 

Val Val Thr Arg Thr Glu Lys Asp Ser Tyr Val Val. Ala Phe Ser Asp 
.420 425 430 ' 

Glu Met Val Pro Cys. Pro Val Thr Thr Asp Met Thr' Leu Gin Gin Val 
10 - 435 440 445 

.Leu Met Ala Met Ser Gin lie Pro Ala Gly Gly Thr Asp Cys Ser Leu 
"450 455' 460 

15 

Pro Met lie Trp Ala Gin Lys Thr Asn" Thr Pro Ala Asp Val Phe lie 
465 - 470" 475 . 480 

20 • ' 

Val Phe Thr Asp. Asn Glu Thr Phe Ala Gly Gly Val His Pro Ala He 
485 490 495 

25 Ala Leu Arg Glu Tyr Arg L^s Lys Met Asp lie Pro Ala Lys Leu He 
500 505 * 510 

Val Cys Gly Met Thr Ser Asn Gly. Phe Thr He Ala Asp Pro Asp Asp 
30 515 520 1 525 

Arg, Gly Met Leu Asp Met Cys Gly Phe Asp Thr Gly Ala Leu Asp Val 
35 530 535 540 

He Arg Asn Phe Thr Leu Asp Met He 
545 550 

40 



<210> 7 
45 <211> 84 
<212> DNA 

<213> Kunstlicrie Sequenz ; 

50 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
%1 . HY3-SynF 

55 . i 

<400> 7 

.acttggtacc gaaattaata cgactcacta tagggagagg ctggtccgag tgcagtggtg 60 
tttacaacta attgatcaca acca 84 

60 



<210> 8 
<211> 85 
5 <212> DNA 
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<213> Kunstliche Sequenz 
<220> . . * 

<223> Beschreibung der JcUnstlichen Sequenz : Primer 
HY3-SynR 

<400> 8 

gtgtctcgag aaaggctagf caagtgaagc agtgggagtg gagaaggaac aaagaaatct 60 
gtaactggtt gtgatcaatt agttg 85 

<210> 9 

<211> 89 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> - 

<223> Beschreibung, der kOhstlichen Sequenz : Primer 
SSA60M6-NF- 

<400> 9 . 

cacagaattc attaaagagg agaaattaac tatgagagga tcccatcacc . atcaccatca 60 
cggtgatgac gatgacaaag- aggaatctg 89 

<210> 10 : 

<211> 27 

<'212> DNA 

' <213> Kunstliche Sequenz 

<220> ' 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : Primer 
SSA60M6-NRev 

-<400> 10 

ctaattaaag cttcagcatt ttcaagg 27 

<^10> 11 
<211> 68 
<212> DNA 

■<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnst lichen Sequenz: Primer 
SSA60M5-CF * " 

<400> 11 
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gatactggag ctctggatgt aattcgaaat ttcacattag atatgattta atagtcgcga 60 
gccagctt 68 



<210>. 12 
<211> 28 

<212> DNA ■ 
<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der 1 kunstlichen Sequenz: Primer 
SSA60M5-CRev 

<400> 12 

aggcagctct agagcggcgg atttgtcc , 28 



<210> 13- 
<211> 82 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Primer HYFPQE 
<400> 13 

acttctcgag aaatcataaa aaatttattt get ttgtgag cggataacaa ttataataga -60 
ttcaggctgg tccgagtgca gt 82 



<210> 14 
<211> 62 

<212> DNA ' ; 

<2i3> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer HYRPQE 
^00> 14 . * • 

gtgtctcgag aaaatgccgc cagcggaact ggcggcaaag gctagtcaag tgaagcagtg 60 

gg ' 62 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines Ribonukleoproteins umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstcllen einer prokaryontischcn Wirtszelle, die (i) mindestens einc fur eine Ribonukleinsaurekompo- 
nente des Ribonukleoproteins codierende DNA und (ii) mindestens eine fur eine Proteinkomponente des Ri- 
bonukleoproteins codierende DNA enthalt, 

(b) Exprimieren der DNAs (i) und (ii) unter Bedingungen, bei denen ein Ribonukleoprotein gebildet wird und 

(c) Gewinnen des Ribonukleoproteins. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Eukaryonten-Ribonukleoprotein oder ein De- 
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rival davon herstellL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnel, daB ein SSA60-Ribonukleoprotein exprimiert wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnel, daB es sich bei der Ribonukleinsaurekom- 
ponenle um eine HY-RNA handelt 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnel, daB die HY-RNA ausgewahlt wird aus HY1, HY3, HY4 5 
oder/und HY5. 

6. Nukleinsaurekonslrukl umfassend einen Abschniti, der eine fur eine Proteinkomponente codierende DNA ent- 
halt und einen Abschniti, der eine fur eine Ribonukleinsaurekomponente codierende DNA enthalt 

7. Konsirukl nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es einen fiir ein SSA60-Protein codierenden Abschnitt 
umfaBt. 10 

8. Konsirukl nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB es einen fiir eine HY-RNA codierenden Ab- 
schnitt umfaBt. 

9. Konsirukl nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB es einen fur SSA60 und einen fur 
HY3 codierenden Abschniti umfaBt 

10. Konstrukt nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB es eine.gleichzeitige Induktion der 15 
Ribonukleinsaurekomponente und der Proteinkomponente ermoglicht. 

11. Konstrukt nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die codierenden Bereiche jeweils 
operativ mit einem lac-Operator verkniipft sind. 

12. Rekombinante prokaryontische Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie (i) mindestens eine fur eine Ribonukle- 
insaurekomponente eines Ribonukleoproteins codierende DNA und (ii) mindestens eine fur eine Proteinkomonente 20 
des Ribonukleoproteins codierende DNA enthalt. 

13. Rekombinantes Ribonukleoprotein erhaltlich mit einem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5. 

14. Rekombinantes Ribonukleoprotein nach Anspruch 13 enthaltend eine Erkennungssequenz und/oder eine Spalt- 
sequenz. 

15. SSA60-Protein mit der in Fig. 1 gezeigten Sequenz SS A60M56 gegebenenfalls in Assoziation mit RNA. 25 

16. Verwendung eines Ribonukleoproteins nach einem der Anspruche 13 bis 15 fur diagnostische \ferfahren. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB ein rekombinantes SSA60- Ribonukleoprotein 
fiir die Diagnostik von Autoimmunerkrankungen eingesetzt wird. 

18. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe unter Verwendung eines Analyt-spezifischen Rezept- 
ors, dadurch gekennzeichnet, daB man als Rezeptor ein Ribonukleoprotein nach Anspruch 13 einsetzt. 30 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Analyten um einen Anukorper ge- 
gen ein Ribonukleoprotein handelt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19 zum Nachweis eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Festphase, die mit einem Ribonukleoprotein nach Anspruch 13 beschichtet ist, 

(b) Inkontaktbringen der beschichteten Festphase mit einer Probe und 35 

(c) Nachweis einer Bindung zwischen dem Analyten und der beschichteten Festphase. 
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ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE199 31380A1 
C07K 14/245 

11. Januar 2001 



Fig. 1 

obere Aminosauresequenz: SSA60 M4-C6 

untere Aminosauresequenz: SSA60 M56 

• • m • • 

1 MRGSHHHHHHG. . . aMEBSVNQMQPLNBKQlANSQDGYVWQVTD 

lllllllllll lllllllllllllllllillllllllll 
MRG SHHHHHHGDDDDKEE SVNQMQPLNEKQ IAUS QEGYVWQVTD 

• • ■ • « 

llllilllMlilMlllllllillllllllllllllMIIIMIIIIIt 

MNRLHRFLCFGSEGGTYYIKEQKLGLKN^ 

• p • • • 
92 PSQEGRTTKQEPMLFALAICSQCfiDISTKQAAFKAVSEVCRIPTHLFTPI 

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll 
FSQEGRTTKQEPMLFAIiAICSQCSDISTKQAT^KWSKVCRIPTHLCT 

■ • • ■ • 
142 QFKKDLra^MKMMMGWUJlKAIADWYOT 

MIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIIIII1IIIIIIMIIIIIIII 

QFK10)LKE$MKC£MWGRALRK^^ 
192 KDLLRLSHLKPSSEGIAIVTKYITKG^ 

IIIIIIIIlllllllllllllllMllilllllllllilllllllllll! 

KDLLRLSHLKPSSEGLAIVTKyiTKGWKEVHELYKEKALSV^ 

• • • • • 
242 BAVEKVKRTKDELBVIHLI EEHRLVREHLLTNHLKS KEVWKALLQEMPLT 

lllllllllllllllllllllllllillllllllllllllllllllllll 

EAVEKVKRTKIDELI^IHLIEEHRLVR^ 

• • ■ • • 
292 JUjLRNXjGKMTANSVLEPGNSSVSLVCBKLCNEK 

[IIIIIMIIIIIIMIMIIIMIIIIIIIIIIIMIIIIIMIIIIII 

ALLRl^KMTANSVLEPGNSEV^ 

■ • • • • 
342 TYTCTGHGLRGKLKWRPDEEI LKALDAAFyKTFKTVEPXGKRFLLAVDVSA 

MIIMIIIIIIilllllllllllllllllllllllMlillllllllll 

TY KTGHGLRGKLKWRPDEB ILKALDAAFYKT F KTVEPTGKRFLIiAVD VSA 

» • • • 

3 92 SMNQRVLGS ILNASTVAAAMCMWTRTEKD SYWAPSDEMVPCPVTTDMT 

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll 

SMNQRVLGS ILNASTVAAAMCMVVTRTEKDSyWAFSDEMVPCPVTTDMT 

» • » ♦ • • 

442 LQQVLMAMSQIPAGGTDCSLPMIWAQKTNTPADVFIVPTDKCTFAGGVHP 

MllillirilllllllllllllllllllllillllllllllllllllM 

LQQVLMAMS QIP AGGTD C S LPMI WAQKTNT PADVFIVFTDNETFAGGVHP 
492 AIALREYRKKMDI PAKLrV r CGMTSNGFTIi^PDDRQ4IJ5MCGFDTGALDV 

iiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiii 

AXALREYRKXMDIPAKLIVCGMTSNGFTX^ 

542 IRNFTIiDMITO** 

I I I 1 I 1 I I I 
UUIFTIiDMI** 
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Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE199 31 380 A1 
C07K 14/245 

11. Januar 2001 



Fig. 2 

obere Nucleinsauresequenz: 
untere Nucleinsauresequenz: 



HY3 (Wolin et al.) 

HY3 aus HY3-SSA60M56 



251 



GGCMGTCC $ 

lllllllll 

TTTAXTTGCTTTGTGAGOGGATAACAATTATAATAQATTCAGGCTGGTCC 300 



10 G AGTGCAOTGGTGTTTACAACTAATTGAT CACAACCAGTTACAJGATTTCT 59 

llfllllllllllllllilllllllilMIIIMIIMMIlllllllM 

301 GAGTGCAGTGGTGTTTACAACTAATTG5AT CACAACCAGTTACAfiATTTCT 350 



60 TTGTTCCTTCTCCACTCCCACTGCTTCACTT . 101 

niniiiiii iiiiiiiiMiiiiiiiiiiiuiiiiiii 

351 TTGTTCCTTCTTCACTCCCACTGCTTCACTTGACT 400 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 19931 380 A1 

Int. CI. 7 : C07K 14/245 

Offenlegungstag: 11. Januar 2001 



Fig. 3 

DNA- und Aminosequenz von pEQ30-HY3-SSA60M56#4 

GCGACAOGQAAATGTTGftATACTCRTACTCTTCCTO 

1 + + + 60 

CaCTOTGCCTTTACATlCTTATG^ 

61 + ♦ ~+ + — + ♦ 120 

GTCCCAATAACAflAGt»CTCGCOT&TO 



GGGOTTCCOaiCACATTTCTCCGAAAACTGCCACXrr^^ 

121 + + + * 180 

CCCCAAGGCECGTOTAAAGGGGCTTTTC^ 



xhor 



101 + + ♦ * ♦ 

TACTGTAAOTGGATATrr^ 

TCM3AAAAJCTTTATTTGCTTT»<^ 

24i + + + «■ u + 300 

AGTATTTTTTAWOTttACGWtf^CJ^^ 

GfteTCCAOTMTGTTTACAACTAATTOAT 
CTCACGTCACC&CAAATCTTGAT^^ 

JOxoI 

I 

TTCACTCECACTGCTrC^CTTGAj^ 
AAGtGAGkSOTGACQAAaTGAACTGATCGGAAACXK^^ 

CGAGAAMX^TAAAWUVTTTJOT 
421 ♦ + ♦ — + ♦ ««° 

gctctttagtattttttaaataaacgaaacactcgccta 

EeoRZ BaxdHI 

I I 

TGTGAGCGGATJUIC^TTTCACACAGWOT 
481 ♦ * "4.- + ♦ ♦ 540 

M fi fl - 

ATCCCATCAC^TCACCATCMGGTGA^ 

541 1- ♦ ♦ ♦ » 600 

TAGC^AGTGGTIlGTGCTAGTOCeA^ 

«ww*RWHgT>T>T>PK EE6VNQM- 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE 19931 380 A1 

Int. CI. 7 : C07K 14/245 

Offenlegungsrtag: 11. Januar 2001 

Fig. 3 (fortgesetzt) 



GCAGCCACTGAATOAflAAGCAfl^^ 

"* + ' + + 4 

CCnX»TK5ACTTACrrCMMTCT 

QPI*HBKQIANSQDOYVWQVT 



TGACATGAATCGACrACACCX^TTCmTGTTT^ 

661 * * «■ + ♦ ♦ 720 

ACTGTACTTAGCTGMGKKKXAAGAAX^^ 

DMHRLBRPLCPafiBGQTVVI- 

Klndlll 

I 

caaagaacagaagttgggccttgaawtgct 

72 1 ♦ » "+ + ♦ + 780 

GTTTCTTCTCTTCAkCCCGGAACTTCT 

KEQKLGLBNAEALIRL t E D O - 

CAGW^ATGTCy^TGATACAAGAAATAAAGT^^ 

761 — + ♦ + ♦ * + 040 

QTCTCCTACACriTCRCl T^ 

R9CEVIQEIKSP6QEG21TTR- 
OCAAGAGCCTATGCTCTTTGCACTTGCCATTTGTTC 

QBPMLPALAICSQCSDISTK- 

ACAAG CAXXATTCAAGOCTOTTTCTGAASTTTGTCG CaTTCCTACCCATCTCTTTACTTT 

901 — 4 + + + 4 4 960 

TGTTCGTCGTAAGTTCCX3ACAAAGACTTCAAACAG CGTAAGGATGGGTAGAGAAATGAAA 

QAAPKAVSEVCRXPTHLPTP. - 

TATCCAGTTTTAGAAAGACCTGAA^ 

961 - — + + -4 4 ^- — 4 — -4 

ATAGOTC^UUVTTCTTTCTCGAC 

CCGGAAGGCTATAGCGGACTGGTAGAAT^ 

1021 + -4 + + 4 + 

C^CCTTCCGATATCGCCTGACCATGTTACTrCTTTCCACCGT^ 

RKAIAD^YNKKGGMALALAV- 

Bglii 

TACAAAATATAAACAGAGAAATGGCTGGTCTCACAAAGATCT^ 

1081 4— — -4 — * 4 4 - 4 

ATGTTTT*TATTTGTCTCrTTAC 

TKYKQRNGwaKKDLLRLSKL- 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 Nummer: DE 19931 380 A1 

Int. CI. 7 : C 07 K 14/245 

Offenlegungstag: 11. Januar 2001 

Fig. 3 (fortgesetzt) 

TAAACCrrCCAGTGAAW^ 
1141 „_4, 

AFTTCGAAGGTCACrTCCTCAAOT 



K i> S S EGLAIVTKYIT&QWKB 

AGTTCATGAATICTAIAAAGAAAAAGCACTCTCT^ 
1201 4 ^ 4 4 4 

VBBLYKBKAIiSVBTBKLLXY- 

TCTGGAGCCTGTAGAGAAAGTGAAG CGCACAAAAGATGAGCTA^AAGTCATTCATCTAAT 

X261 4 + + + 4. + 

;U3ACCTCCGACATCTCTITCACCT 

IjEAVBKVJCRTKDBIiBVXHLI • 

AGAAGAACAIAGATTAGTTAGAGA^ 

1321 4- 4 -4 + 4..— 4. 

TCXTCTTCfrATCXAATCAATCTCTra 

BBHRLVRZHLLTNB&KSKEV" 

ATGQAAGaCTTTGrrACAAOAWlTGCCXKrrTACTGCAOT 

1381 +— - +— - + «. + 

XACCTTCCQAAACAATGTTCrrTACGG^ 

WKALI>QEMPLTALLRNLGKM- 

GACTGCTAATTCAGTACTTGAACC^^ 

1441 4 + — 4- + — ♦ 

CTGACGATTAAGTC&TGAACTTGGTCCTTTAAGTC^ 

GTGTAATGAAAAACTATTAAAAAAGGCTCGTATACA^ 

1501 - 4 4 4 4— 4 4 

<2VCATTACTTITT<^TAAXr 

CNEKLLKKARIHPFHI X* X A L - 

Narl 
I 

AGAAACTTACAAGACAGOTCATGCTCTC^GAGGGAAACT 

15*1 —4- + 4 + ♦ 4 

TCTTTGAAXGTTCTGTCCAGTACO^ 

BT YK TGHGLRGKLKWR PDEB - 
AATTOTGAAAGCATTGGATCCTGCTTTTTATAAAACATra 

1«1 4 4 4 4 4— 4 

TTAAAACTTTCGTAACCTACGACGWIAAAXATTTTGXAAAT^ 

I I#KAI*DAAFYKTF3CTVBPTG- 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 6 Nummer: DE19931380A1 

IntCI. 7 : C 07 K 14/245 

Offenlegungstag: 11. Januar 2001 

Fig. 3 (fortgesetzt) 

AAAAOiTTTCTTACTAGCTGTTa^ 

1S81 + «. ^ + 

TTTTGCftAAGAATSATCGACAA C TACACTC^^ 

K*FI»LAVDVSASNHQRVLOS - 

I 

TATACTCAACGCIAOTACWnTGCTO^ 

1741 4 * 4- 4 4 4 

ATATGAGTTGCGATOCCtSTCAACGACGTC 

I L N A 6 TVAAAMCMVVTRTBK - 

Kjpnl 
I 

AGATTcrniTGTAtmwm 

1801 - 4-- -4 — - -4 — 4 * + 

TCTAAGAATACATCAACGAAAAAGG^ 

D6VVVAFSDBMVPCPVTTDM- 

GACCTTACAACAGGTTTTAATGGCTATGAGTCAGATCC^^ 

1861 + + ♦ 4 4 

CTGGAATGTTGTCCAAAATOl^ 

TLQQVLMAMSQIPAGGTDCS - 

TCTTCC^TGATCTGGGCTCAGW^ 

1921 - + 4 + 4 4 

AQAA^j AgACCCCAi» i'v^i. 1 -^ v-x^»T TTGTgTGGAOGACTACAiQJUUTOAACATAAGTG • 

LPHIWAQKTKT P A DVFXVFT- 

TGATAATGAGACCTTTGCTGaAGOTCTCC^TC^^ 

1981 + 4 + + 4- 4- 

ACTATTACTCTGOAAACGACC^^ 

DNETFAGGVHPA.IALREYRK- 

GAAAATG<^TATTCCAGCTAAATTGATTGTTTGTGGAATGA 

2041 - + + » + 

erTTTTACCTATRAGCTCGATTO 

KMDIPAKLIVCOMTSNGPTI - 

Sael 
I 

TGCAGACC CAQATGATAGAGG CATGTTGGATATGTG CGGCTTTGATACTGGAGCTCTGGA 

2101 4 -4 «. + — 4 4 

ACGTCTGGGTCTACTATCTCCGTACAM 

ADPDDRQMLDMCGFDTGALD 

TCTAATTCGAAATTTCACATTAGATATGATTTAA 

2161 4 4 —4 4 4 —4 

ACATTAAGCTTTAAAGTGTAATCTATACTAAAro 

VIRKFTLDMI** 
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